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担子菌ウシグソヒトヨタケは，担子菌のモデル生
物として，担子菌の生理や遺伝、形態形成、ゲノム
情報の理解のために世界的に利用され，様々な情報
が蓄積されて来ている（Stajich et al., 2010）．この菌
の子実体形成は，栄養菌糸の中に菌糸塊（hyhpal 
knots）が形成されるところから始まる（図１）．菌
糸塊の中心は細胞が密に存在し，その周囲にはベイ
ル細胞に似た拡散伸展成長（diffuse extension growth, 
Kamada, 1994）する細胞がつながって放射状に外部
に伸びている（van der Valk & Marchant, 1978）．次
に菌糸塊の大きさが 1 2 mm となると菌糸塊の片
側（通常は下方）が原基軸（primordial shaft）へと分
化し，その反対側（上方）に傘組織が分化して子実
体原基となる（Muraguchi & Kamada, 1998）．傘の上
部にはベイル細胞が数珠つなぎとなって伸びてくる． 
数 mmの大きさになった子実体原基は，光刺激に 
 
 
応答して子実体成熟期に入り，続く暗期中に担子器
細胞中にて核融合が起こり，すぐに減数分裂に入る． 
 
 
図 1 ウシグソヒトヨタケの子実体形成過程 
 12 hr-light/12 hr-darkの明暗周期を与えて育て
ると，図中の 0 hrの光によって，子実体成熟過程が
担子菌のモデル生物ウシグソヒトヨタケは，傘と柄を持つ典型的なキノコを形成する．この菌の一核性子実体形成株#326に紫外線
を照射し，子実体形成過程に異常を示す発生突然変異体をスクリーニングしたところ，子実体原基の形が扁平（奇形：malformed）
となり，子実体成熟過程に入るが未成熟のままで止まる突然変異体#1016 株を見出した．子実体成熟の分子的メカニズムを解明す
るために，この子実体未成熟突然変異体の組織学的・遺伝学的解析を行った．遺伝解析の結果は表現型が１つの遺伝子の突然変異
によってもたらされていることを示していたので，突然変異の原因遺伝子座を mal1 と名付けた．RAPD マーカーとの連鎖解析に
より，mal1遺伝子が第 III染色体に座乗していることが分かった．mal1突然変異体の未成熟子実体の外見は，野生型が連続明条件
下で育てられた時の表現型に似ていた．傘の襞にある担子器内で減数分裂中にある染色体の様子を DAPI 染色により観察したとこ
ろ，成熟が停止する時期のmal1突然変異体でも，野生型と同じく太糸期（pachytene）の染色体を観察することができた． 
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Strain Genotype Description
#326 AmutBmut pab1-1 Monokaryotic fruiter
#1016 AmutBmut pab1-1 mal1-1 mal1-1  mutant
KF3#2 A91B91
KF3#10 A92B92
F1#19 A92B92 mal1-1 Tester
始まる．本研究対象の＃1016 突然変異体株は 30 hr
頃に成熟過程が停止する． 
減数分裂が終わる頃に，柄が伸長して傘が開き，減
数分裂の結果として形成される担子胞子が担子器上
に出現する．ウシグソヒトヨタケの担子胞子は表面
が黒いため，担子胞子形成に伴い傘全体が黒くなる．
担子胞子形成後，傘組織は自己分解を起こし，子実
体全体が溶け，一夜で姿を消すことになる． 
 ウシグソヒトヨタケの子実体形成の分子的メカニ
ズムを解明するために，子実体形成過程に異常を示
す発生突然変異体が単離され，その原因遺伝子が同
定・解析されてきた（Muraguchi and Kamada, 1998; 
Muraguchi & Kamada, 2000; Terashima et al., 2005; 
Muraguchi et al., 2008a, 2008b; Kuratani et al., 2009; 
Shioya et al., 2013）．本研究では，子実体原基の形が
扁平となり（malformed），子実体成熟期に入るが，
未成熟のままで発育が停止する突然変異体#1016 の
解析を行ったので報告する． 
 
材料と方法 
 
菌株と培養条件
 本研究に使用したウシグソヒトヨタケの菌株を表
１に示す． 
 
表１ 使用したウシグソヒトヨタケの菌株 
 
 
栄養菌糸の生育や子実体形成のために MYG（1% 
malt extract; 0.4% yeast extract; 0.4% glucose）培地
（Rao & Niederpruem, 1969）を用い，28℃で 12時間
明期/12時間暗期の光条件で培養を行った． 
 
突然変異誘発
 一核性子実体形成株#326のオイディア（無性胞子）
を滅菌蒸留水に懸濁し，オイディア懸濁液をシャー
レ内で撹拌しながら致死率 90％程度になるように
暗黒下で紫外線を照射した．オイディア懸濁液を
MYG 培地に撒いて，暗黒下で４日間 28℃にて培養
し，生存菌株を MYG スラント培地に植菌して，子
実体を形成させて，子実体形成過程の発生突然変異
体をスクリーニングした．この発生突然変異体の中
に，子実体未成熟突然変異体#1016を見出した． 
 
遺伝解析
 #1016株と KF3#2株を交配して子実体を形成させ
て，F1胞子からの発芽体を Milesら（1966）の方法
に従って実体顕微鏡下で針を用いて拾い上げ，MYG
培地に植菌して F1 子孫約 100 株を単離した．この
F1 子孫株に検定用株（Tester）を交配し，表現型の
分離を観察した． 
 
RAPD 解析
 上記の F1 子孫から野生型 20 株と突然変異体 20
株を選び，各株のゲノム DNAを CTAB法（Zolan & 
Pukkila, 1986）を使って抽出して RAPD PCRの鋳型
とした．本菌の 13 本の染色体に位置付けられた
RAPDマーカー（Muraguchi et al., 2003）の中から，
１つのプライマーで違う染色体由来のより多くの
RAPDバンドを生じるプライマ （ー煙山と村口，2014）
を選んで，RAPD PCRを行った． 
 
担子器中の染色体の観察
担子器中の染色体の観察は，Ｌｕ (1993)の方法を
改変して行った．固定液の調製：16％Formaldehyde 
Solution(w/v), Methanol-free (Thermo Scientific) に等
量の MQ水を加え，8％にして-20℃で保存した．固
定液Ａは，保存しておいた 8％Formaldehyde 液に，
等量のホウ酸 pH標準液（pH9.18, Wako）を加えて 4％
Formaldehydeにしたものである．固定液Ｂは，使用
直前に 20 µLの固定液Ａに 1 µLの 1％SDSを加えて
0.05%SDSにしたものである． 
試料の観察：40 µLの固定液Ａを 1.5 mLマイクロ
チューブに入れて氷中に冷やしておく．傘の辺縁部
から約１mm 角の襞組織をメスで切り取り，冷えた
固定液Ａ中に 4分置いた．ペスツルで組織を２分間
潰し，液を広口チップで 10 µLだけ吸い取り，蛍光
顕微鏡用スライドガラスに置いた．固定液Ｂを 10 
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L加え，湿室中で 30分間固定した．このとき，固
定液中では，SDSが 0.025％となって核膜を破壊し，
染色体が放出される．固定後，チップで固定液を出
来るだけ吸い取り除去し，ドライウェル（等量のホ
ウ酸 pH 標準液 pH9.18 を加え，pH 調整したもの）
を 50 Lをそっと置き，すぐに吸い取り，風乾する．
10 Lの DAPI染色液（0.05 g/mL DAPI，25％グリ
セリン）を置き，カバーガラスを掛けて，蛍光顕微
鏡で染色体を観察した． 
 
結果 
 
子実体未成熟突然変異体の表現型と遺伝解析 
 一核性子実体形成株#326 に紫外線を照射して子
実体形成過程の発生突然変異体を誘発し，得られた
発生突然変異体の中に，子実体原基の形態が少し扁
平となり（図２B），子実体成熟期に入るものの，正
常に成熟しないままで成長が停止する（図２C）突
然変異体を見出した． 
 
 
 
 
 子実体未成熟突然変異体#1016 株の突然変異形質
が幾つの遺伝子変異に基づくものかを決定するため
に，#1016株と野生型一核菌糸株 KF3#2を交配し，
その F1 子孫をテスター株と交配して子実体形成過
程の表現型を観察したところ，野生型：突然変異型
が 41：34に分離した．この分離比は，１つの遺伝子
が突然変異したことによって，成熟停止が起こって
いることを意味している．この変異した１つの遺伝
子座を扁平な子実体原基の形に因んで malformed1 
(mal1)と命名した． 
 
mal1-1 突然変異体の連鎖解析 
 mal1 遺伝子がどの染色体に座乗するのかを決定
するために，上記の F1子孫から野生型 20株と突然
変異体 20株を選抜してマッピング集団とした．各株
のゲノムDNAを抽出してRAPD PCRの鋳型として，
表現型と連鎖する RAPD マーカーを探したところ，
図４に示すように，組換え率12.5%で連鎖するRAPD
マーカーG4-3000B を見出した．このマーカーは第
III 染色体に位置していたので，mal1 遺伝子座は第
III染色体上にあると判明した． 
 
 
 
mal1-1 突然変異体の染色体の観察 
 mal1-1突然変異体の表現型は，野生型株が連続明
条件下で育てられたときに観察される未成熟原基
の形質に酷似していた．未成熟で発生が停止する時
期が減数分裂中であったので（図１），減数分裂中
の染色体の様子を観察することによって，どの時期
まで減数分裂が進行しているのかを観察した． 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 子実体未成熟突然変異体 
A: 野生型の子実体原基，B: 子実体未成熟然
変異体(mal1-1)の子実体原基，C:未成熟状態
で成長を停止したところ． 
図 3 G4 RAPDプライマーによって増幅された 
  DNAの電気泳動像  
図 4 30hr時点の担子器中の染色体 
A: 野生型，B: mal1-1 突然変異体 スケールバ
ーは，5 mを示す． 
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図４に示すように，30hr時点で野生型と mal1-1突然
変異体ともに正常な二価染色体が形成されていた． 
 
考察 
 
 一核性子実体形成株に紫外線を照射して得た発生
突然変異体の中に，子実体未成熟のまま発生を停止
する突然変異（mal1-1）を見出した．その表現型は，
野生型株が連続明条件下で育てられたときに観察さ
れる形質に酷似していた．連続明条件下で育てられ
た野生型株では，担子器内で２核が融合した後に減
数分裂が進行しない．担子器内の染色体を観察して
みると，mal1-1突然変異体では太糸期まで減数分裂
が進行していることが分かった．このことは，Mal1
タンパク質が太糸期以降の段階で機能することを示
唆している．今後，mal1遺伝子にどんなタンパク質
がコードされているのかを突き止める実験が必要で
ある． 
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Genetic and cytological analyses of Coprinopsis cinerea mal1-1 mutant defective 
in the fruiting body maturation 
 
Analysis of the malformed mutant #1016 
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The basidiomycete Coprinopsis cinerea is one of the model organisms in basidiomycetes. We isolated developmental mutants defective in 
fruiting body morphogenesis and found one mutant (#1016) which produces malformed fruiting body primordia and fails to mature during 
fruiting. Genetic analysis of the mutant indicated that its phenotype is caused by a mutation in a single gene, which was named malformed1 
(mal1). We screened for rapid amplified polymorphic DNA (RAPD) markers that were linked to the mal1 locus, and identified the RAPD marker 
G4-3000B on chromosome III. G4-3000B is linked to mal1 and has a recombination rate of 12.5%. The appearance of the immature fruiting 
bodies of the mal1 mutant is reminiscent of that of the wild-type fruiting body grown under continuous light conditions. In the wild-type fruiting, 
the continuous light conditions result in fused nuclei that never enter meiosis. Because fruiting body maturation is arrested during meiosis in the 
mal1-1 mutant, we observed chromosomes released from basidial cells. Normal bivalent chromosomes were observed in the mal1-1 mutant 
during the pachytene stage of meiosis, suggesting that the mal1 gene encodes a protein that plays a role after pachytene. 
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